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El carcinoma hepatocelular (CHC) es el quinto tumor en tér-
minos de incidencia y la tercera causa de muerte relacionada
con cincer'. Es una neoplasia con elevada letalidad en el que
las tasas de incidencia y mortalidad se superponen. De hecho,
menos del 30% de los pacientes diagnosticados de CHC son
subsidiarios de tratamientos potencialmente curativos?.

La incorporacién de los nuevos tratamientos moleculares di-
rigidos en los recursos terapéuticos contra el cdncer ha revolu-
cionado la oncologia moderna. En el caso concreto del CHC,
los resultados del ensayo clinico SHARP?, que demuestran
un aumento significativo de la supervivencia en pacientes con
CHC avanzado tratados con sorafenib, constituyen un hito en
la investigacién clinica de esta enfermedad. Las repercusiones
de este estudio han sido inmediatas: el sorafenib es el nue-
vo tratamiento estindar en los pacientes con CHC avanzado
(estadio C de la clasificacién del grupo Barcelona Clinic Li-
ver Cancer), y se ha modificado de forma sustancial el disefio
de ensayos clinicos en CHC*. Asimismo, merece una especial
mencién el marcado impulso que ha experimentado la inves-
tigacion translacional centrada en el desarrollo y validacién de
nuevas dianas moleculares. En este sentido, los modelos expe-

Puntos clave

La introduccién de nuevos tratamientos moleculares

dirigidos hace necesario el desarrollo de modelos
experimentales que reproduzcan de forma fidedigna la
patogenia molecular del hepatocarcinoma.

Las lineas celulares representan un primer paso

en la evaluacion de nuevos tratamientos en el
hepatocarcinoma, a pesar que con frecuencia presentan
aberraciones cromosoémicas que difieren de las
descritas en tumores humanos. Hay cierta evidencia de
una correlacion aceptable entre efectividad antitumoral
en lineas celulares y en ensayos clinicos en humanos.

Los modelos experimentales que reproducen mas

fielmente las alteraciones presentes en el cancer
humano son los animales modificados genéticamente,
tejido-especifico con expresién inducible. En el
hepatocarcinoma, idealmente deben incluir una fase
preneoplasica similar a la fibrosis/cirrosis hepatica.

rimentales preclinicos se han posicionado como herramientas
de extremada utilidad para este tipo de estudios.

Modelos experimentales
en cancer

Los modelos experimentales son sistemas biolégicos que re-
producen caracteristicas fenotipicas fisioldgicas y/o patolégi-
cas humanas. A diferencia de la experimentacién en humanos,
estos modelos soportan grados elevados de manipulacién y
abarcan diferentes estratos de organizacién biolégica, desde
lineas celulares, hasta pequefios mamiferos. En determinadas
circunstancias, los modelos experimentales han demostrado
ser predictores vilidos de eficacia farmacoldgica en ensayos
clinicos en humanos’.

Los modelos experimentales in vitro (esto es, lineas celulares)
ofrecen gran flexibilidad y son, en la mayoria de casos, la pri-
mera aproximacion para el estudio de nuevos farmacos. Se han
desarrollado numerosas lineas celulares de cincer hepitico,
cuyas alteraciones cromosdmicas frecuentemente difieren de
las alteraciones presentes en CHC humano®. No obstante, este
tipo de modelo s6lo permite evaluar la respuesta celular al far-
maco y no es infrecuente que ésta sea sustancialmente distinta
de la respuesta del tumor in situ. Ademds, los estudios en lineas
celulares tampoco permiten analizar pardmetros relacionados
con la biodisponibilidad del compuesto.

Estas limitaciones se superan en los modelos in vivo (esto es,
animales de experimentacién). Entre ellos, el modelo mds sen-
cillo es el xenoinjerto de lineas celulares de tumores humanos,
que consiste en la inyeccién subcutdnea de células tumorales
en un ratén inmunodeprimido (fig. 1, A,). El huésped no ge-
nera respuesta inmunitaria contra las células y, consiguiente-
mente, éstas son capaces de proliferar y desarrollar un tumor
vascularizado. Las ventajas del modelo, que residen en la faci-
lidad para inducir y realizar el seguimiento de los tumores, lo
han convertido en la aproximacién in vivo mas utilizada para
el desarrollo de nuevos firmacos desde su establecimiento a
finales de la década de 19607. Sin embargo, los xenoinjertos
tienen 2 limitaciones importantes: por un lado, la ausencia
de respuesta inmunitaria por parte del huésped impide evaluar
el papel del microambiente tumoral, y, por otro, las aberracio-
nes genéticas presentes en las lineas celulares reproducen de
forma deficitaria los hallazgos en tumores humanos. Recientes
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Figura 1. Esquema de los diferentes modelos animales en oncologia experimental. Esquematizacion de la generacion de un xenoinjerto
subcutdneo (A,) e intrahepdtico (A,) a partir de una linea celular de hepatocarcinoma humano. Modelo de hepatocarcinogenia inducida por
administracion de un carcindgeno (B). Modelo transgénico que expresa el transgén regulado por un promotor especifico de higado (C,). Modelo
transgénico que expresa el transgén regulado por un promotor especifico de higado y dependiente de un inductor que permite el control temporal de

la expresion del transgén (C,). DEN: dietilnitrosamina.

refinamientos de este modelo incluyen los xenoinjertos ortot6-
picos (fig. 1, A)), en los que las células tumorales se inyectan en
el 6rgano diana, asi como la inyeccién de disgregados celulares
procedentes de tumores humanos en lugar de lineas celulares.
Por todo ello, es necesario desarrollar nuevos modelos que
reproduzcan de forma fidedigna la patogenia del cancer en
humanos, y que puedan estandarizarse para facilitar estudios
comparativos entre diferentes plataformas de investigacion.
Hasta el momento, los modelos que mds se aproximan a este
objetivo son los animales modificados genéticamente (AMG).
En éstos, determinadas alteraciones genéticas inducidas de
forma artificial (p. ej., sobreexpresién o infraexpresion de un
gen) permiten el desarrollo tumoral en el 6rgano diana. Este
modelo no estd carente de problemas, fundamentalmente rela-
cionados con la mayor complejidad en su generacién, asi como
el elevado coste y tiempo necesario para su obtencion.

Modelos animales
de hepatocarcinoma

Xenoinjerto

En CHC hay una correlacién aceptable entre los resultados de
la evaluacién terapéutica en xenoinjertos y humanos, tal como
demuestra un estudio reciente que compard la eficacia de la
quimioterapia tradicional en diferentes xenoinjertos y ensayos
clinicos de CHC?. Los resultados in vivo mostraron ausencia
de eficacia antitumoral, lo que se corresponde con los resulta-
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dos de la quimioterapia sistémica en humanos’. Se desconoce
con exactitud la reproducibilidad de estos datos con los nue-
vos tratamientos moleculares. Sin embargo, la concordancia
entre los resultados del sorafenib en xenoinjertos de ratén y
del ensayo clinico SHARP indican una correlacién aceptable™.
Entre los xenoinjertos ortotSpicos (fig. 1A,), cabe destacar el
modelo VX2 en conejo. Este se utiliza con frecuencia en estu-
dios preclinicos no farmacolégicos enfocados a la evaluacién
de tratamientos percutineos, quimioembolizacién o diferentes
técnicas de imagen'. Finalmente, los xenoinjertos también se
han mostrado especialmente utiles para evaluar tratamientos
dirigidos contra cancer stem cells. En el CHC, esta subpobla-
cién de células tiene rasgos de células progenitoras hepiticas,
y hay estudios que indican que pueden ser la causa del man-
tenimiento de la masa celular tumoral?. Recientemente, un
estudio evalu6 la susceptibilidad de una linea celular de CHC
enriquecida en una subpoblacién de células de probable origen
progenitor a diferentes fairmacos®. Los resultados son todavia
preliminares, pero orientan hacia la necesidad de disefiar mo-
delos experimentales que exploren especificamente este com-
partimiento celular en el CHC.

Modelos de hepatocarcinogeniainducida
por carcinégenos

Los agentes téxicos empleados de forma mds comun para la
induccién de CHC son la dietilnitrosamina, el tetracloruro de

carbono (CCl) y la tioacetamida (fig. 1B). Con estas sustan-



cias, se ha conseguido generar CHC en ratén, rata, conejo y
otros animales, con un periodo de induccién tumoral relati-
vamente breve (esto es, 4-12 meses). El motivo de esta corta
latencia se debe a que estos agentes inducen un gran nimero
de alteraciones moleculares. La aplicacién mds interesante de
estos modelos es como facilitadores oncogénicos o de dafio he-
patico, usados en combinacién con AMG™.

Animales modificados genéticamente

Dado que mas del 80% de los CHC asientan sobre higado
cirrdtico, resulta clave que los modelos animales de CHC re-
produzcan lo mejor posible el microambiente (esto es, necrosis
y regeneracién celular) caracteristico del dafio hepitico créni-
co. Desgraciadamente, los modelos de fibrosis/cirrosis hepdtica
son complejos y en la bibliografia la mayoria de los modelos
de CHC no tienen en cuenta este factor. A continuacién se
describen algunos de los modelos mas relevantes (tabla 1).

Modelos virales

La infeccién crénica por el virus de la hepatitis B (VHB) y C
(VHC) es uno de los factores de riesgo mds importantes para
el desarrollo de CHC'. Diferentes modelos que sobreexpresan
la proteina HBx del VHB™ o del core del VHC' han demos-
trado capacidad oncogénica per se, independientemente del
dafio hepitico causado por la inflamacién crénica inducida por
el virus. La caracterizacion de estos modelos demostr6 la capa-
cidad de la proteina HBx para inducir proliferacién celular, asi
como el efecto en la expresién de genes diana del core del VHC
y la generacién de radicales libres en ausencia de inflamacién’.
Entre los modelos virales, destaca el modelo de infeccién por

Tabla 1. Resumen de modelos animales de carcinoma hepatocelular (CHGC)
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el virus de la hepatitis de la marmota. Este modelo reproduce
de forma fidedigna la infeccién crénica y subsiguiente hepa-
tocarcinogenia asociada al VHB. Presenta, pues, una ventaja
doble: la infeccidn neonatal en marmota permite el estudio de
tratamientos antivirales, asi como de prevencién del CHC™.

Modelos de ciclo celular

P53 es el gen supresor de tumores mds extensamente estu-
diado. En CHC, destaca un modelo animal basado en una
mutacién en p53 en heterocigosis, que en el contexto de dafio
hepitico inducido por CCl, desarrolla CHC manteniendo
P53 en heterocigosis”. Este modelo reproduce fielmente los
hallazgos descritos en CHC humano con mutaciones en p53
(generalmente asociado a exposicién crénica a aflatoxina Bl
sumado a infeccién por VHB) donde se mantiene una copia
funcional de p53%. Curiosamente, en otros modelos de cdncer
se requiere la pérdida funcional de ambas copias de p53 para
que se desarrolle tumor.

Modelos basados en vias de sefializacién

Diversos estudios demuestran la activacién de diferentes vias
de sefializacién en pacientes con CHC (p. ¢j., WNT-f-cateni-
na, PI3K/AKT/mTOR*  Hedgehog, etc.??). Esto ha condicio-
nado la generacién de modelos que modifican la expresién de
diversos componentes de estas vias de sefializacién, afiadiendo
solidez a su papel en la patogenia molecular del CHC™. Un
ejemplo paradigmitico es el doble transgénico que sobreexpre-
sa los factores de transcripcion c-MYC y E2F1% (fig. 1C)). El
100% de estos transgénicos desarrolla CHC moderadamente
diferenciados entre los 6 y los 9 meses de vida. Ademds, en la
mayoria de los tumores se observa la activacién espontinea de

la via de WNT-f-catenina. Otro ejemplo notable es el &nock-

Genes Estrategia genética CHC (meses de latencia) Comentarios Referencia
Modelos virales
HBx Regién reguladora de la Primeros casos de CHC a los Koile et al'®

misma proteina 13 meses
33% de CHC (16-23 meses)

VHC core Regién reguladora de la
proteina HBx

Modelos de ciclo celular
p53 + mTERT KO en heterocigosis de
P53 (+/) y KO
de mTERT [/}
Modelos basados en
vias de sefializacién

30-40% de CHC (12 meses)

Esteatosis desde Moriya et al'®

los 3 meses

Induccién de dafio hepdtico Farazi et al'?
por CCl,. Se mantiene p53

+/- en los tumores

cMYC + E2F1 Regién reguladora de la 100% de CHC (? meses) Se observa activacién de Calvisi et al®

albimina para ambos genes B-catenina en todos los tumores
analizados. Bitransgénico

PTEN KO en higado (-/4). 66% de CHC (18 meses) Bitransgénico Horie et al24
Recombinasa cre baijo la
regién reguladora de la
albomina

Met Regulacién por tetraciclina  60% de CHC (12 meses) Adiccién oncogénica Wang et al?
en higado

TGFo + IGF-2 TGF: regién reguladora ~ 100% de CHC (18 meses) 100% de los tumores han Harris et al?®

de la albimina. IGF-2:
KO +/- e imprinting

CCl,: tetracloruro de carbono; KO: knock-out.

perdido el imprinting
y expresan [GF-2. Bitransgénico
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out hepatoespecifico (fig. 1C,) del supresor tumoral PTEN
(via de PI3K/AKT/mTOR). En éste, la incidencia de CHC
es del 66% a los 18 meses®.

Los modelos inducibles (fig. 1C,) son AMG que permiten la
estimulacion y/o inhibicién controlada de la expresion del gen
de interés mediante la administracién de tetraciclina o andlo-
gos. Estos modelos son de especial utilidad en los genes cuya
desregulacion es letal en estadios tempranos del desarrollo em-
brionario. La utilizacién de estos modelos ha permitido pro-
fundizar en el estudio del fenémeno de adiccién oncogénica.
Este fenémeno se fundamenta en que el crecimiento tumoral
depende basicamente de una alteracién molecular concreta de
entre las multiples que haya podido acumular. En un mode-
lo inducible basado en el receptor del hepatocyte growth factor
(MET), se consigui6 una reduccion significativa en el tamafo
tumoral una vez inducida la infraexpresion del gen que codifi-
ca ese receptor (fig. 1C))*. Este fenémeno se ha descrito para
numerosos genes en diferentes tumores®.

Por tdltimo, es importante destacar el andlisis comparativo de
los patrones de expresién génica de CHC obtenido de mues-
tras humanas y modelos de AMG. Este andlisis permitié cla-
sificar diferentes modelos animales en funcién de la similitud
en su expresion génica con distintos subgrupos moleculares de
CHC en humanos. Estos modelos serdan extremadamente tti-
les a la hora de testar firmacos activos frente a determinadas
vias de sefializacién?.

Conclusion

Los AMG usados en la investigacién biomédica han propor-
cionado informacién de gran relevancia para el avance en el
conocimiento del cincer humano. No obstante, el desarrollo
de nuevas tratamientos moleculares (p. €j., sorafenib), unido al
creciente interés en la patogenia molecular del CHC, ha pues-
to de manifiesto la necesidad de desarrollar nuevos modelos
experimentales que mimeticen de forma fiel las alteraciones
genéticas presentes en el CHC humano.

Este salto cuantitativo incluird la génesis de modelos que desa-
rrollen CHC en higado cirrético, asi como su caracterizacién
molecular precisa. Conceptualmente, este desarrollo deberia ir
parejo al conocimiento de las diferentes subclases moleculares
de CHC en humanos. Sin duda, esto constituira la base racio-
nal y el primer paso para el desarrollo de medicina personali-
zada basada en modelos experimentales.
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